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RESUMO  

Dentre as doenças transmitidas por alimentos, a salmonelose é a que mais 

preocupa os consumidores e produtores de aves, pois na maioria dos casos de 

toxinfecção por este agente, carne de aves ou derivados estão envolvidos. Devido 

ao impacto na saúde pública, se faz necessário a busca de ferramentas de controle 

efetivas deste patógeno na produção de aves. Ao longo dos últimos anos, percebe-

se que, sempre quando se estabelece controle para um sorovar, ocorre alternância 

de prevalência para outro sorovar da mesma espécie. Esse comportamento, aliado a 

enorme quantidade de sorovares conhecidos, levam a crer que o sucesso no 

controle desse agente está associado a diversas ações, dentre elas, o uso de 

vacinas. Para entender melhor o uso de vacinas no controle de Salmonella, o 

presente trabalho foi dividido em dois capítulos: Capítulo I que apresenta uma 

revisão bibliográfica sobre “Vacinas como Alternativa de Controle à Salmonella” e no 

Capítulo II que descreve um experimento científico sobre o “Vacinação com 

Bacterina de Salmonella Enteritidis e Salmonella Minnesota em Matrizes de Frangos 

de Corte: Controle da Colonização e Resposta Imune na Progênie Desafiada”, onde 

foi observado, em frangos de 1 dia, que o grupo oriundo de reprodutoras vacinadas 

com Salmonella Enteritidis (SE) e Salmonella Minnesota (SM) apresentaram maior 

quantidade de células CD4+ no íleo e CD8+ no ceco. Aos sete dias após o desafio, 

a progênie destas reprodutoras também apresentaram menor colonização no fígado 

que frangos oriundos de reprodutoras vacinadas com SE, porém não houve 

diferença para a colonização do ceco, papo e fígado aos três, 14 e 21 dias após 

desafio.   

 

Palavras-Chave: vacinas inativadas; resposta imune; Salmonella Enteritidis, 

Salmonella Minnesota. 
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ABSTRACT 

Among several foodborne illnesses, salmonellosis is the main concern to consumers 

and producers of broilers, because in most cases of food-poisoning by this agent 

poultry meat or derivatives are involved. Due to the impact on public health, the 

search for effective tools to control this pathogen in poultry production is needed. 

Over the past few years, it is noticed that, when the control for a serovar is 

established, replacement to another serovar of the same species occurs. This 

behavior, coupled with the huge amount of known serovars, suggests that success in 

controlling this agent is associated with several actions, such as vaccine. To a better 

understanding about the use of vaccines in controlling Salmonella, this study was 

divided into two chapters: Chapter I which presents a literature review of "Vaccines 

as an Alternative to Control Salmonella" and Chapter II describes a scientific 

research about " Vaccination with Bacterins of Salmonella Enteritidis and Salmonella 

Minnesota in broiler Breeders: Control of Intestinal Colonization and Immune 

Response in Challenged Progeny". It was observed, in day-old-chick, that the group 

descendant of vaccinated breeders with SE and SM showed higher amount of CD4+ 

cells in the ileum and CD8 + in the cecum, at 7 days after challenge. The progeny 

from these breeders also had lower colonization in the liver than birds from breeders 

vaccinated with SE, but no difference in colonization of cecum, crop and liver at 

three, 14 and 21 days after challenge was found.  

 

Keywords: inactivated vaccines; immune response; Salmonella Enteritidis, 

Salmonella Minnesota. 
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INTRODUÇÃO GERAL 

A avicultura industrial, do modo que conhecemos hoje, é fruto da 

evolução de fatores como genética, nutrição, manejo e sanidade. A soma 

desses fatores fez com que a avicultura tivesse uma rápida expansão em todo 

território nacional, tornando o Brasil um importante produtor mundial de carne 

de frango (Belusso e Hespanhol, 2010). 

Á medida que as técnicas de manejo evoluíram e possibilitaram o 

aumento da densidade dentro dos aviários, com melhor retorno financeiro para 

os criadores, também facilitou a disseminação de agentes patogênicos dentro 

do ambiente de criação. Destaque para as salmonelas, que, acompanham a 

avicultura industrial desde o início de sua expansão, e hoje são objeto de 

barreiras sanitárias/comerciais devido ao risco relacionado à toxinfecção em 

seres humanos. Por isso, a manutenção de uma cadeia de produção de 

frangos de corte livres desse agente é obrigatório para o sucesso de qualquer 

agroindústria (Cogan e Humphrey, 2003). 

Dentre os sorovares conhecidos por causarem doenças sistêmicas em 

seres humanos(Newell et al., 2010), a Salmonella Enteritidis (SE) ainda é o 

sorotipo mais comumente encontrado nos casos de doenças transmitidas por 

alimentos (CDC, 2011). 

Salmonella Enteritidis ocupou seu lugar na avicultura a partir do 

momento que os órgãos governamentais de diversos países passaram a adotar 

rígidas estratégias de combate visando à erradicação, em particular, de dois 

sorotipos específicos das aves, Salmonella Pullorum e Salmonella Gallinarum. 

O combate acirrado a esses dois sorotipos provavelmente deixou um nicho que 

foi ocupado pela SE (Rabsch et al., 2000). A SE não causa doença clínica nas 
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aves (Guard-Petter, 2001), portanto, sua presença nos lotes de reprodutoras ou 

frangos de corte, causa pouca ou nenhuma perda econômica, talvez por esse 

fato, não houve interesse imediato no combate a esse agente.  

Levantamento realizado com dados do Instituto Adolfo Lutz (Taunay et 

al., 1996) mostrou que 0,37% de 28.658 amostras humanas e 0,85% de 14.345 

amostras não humanas, pesquisadas no período entre 1950 e 1990, foram 

positivas para SE. Depois do primeiro relato da ocorrência de SE em aves no 

Brasil, em 1990 (Ferreira et al., 1990), as quantidades de amostras positivas 

para SE aumentaram significativamente. Estudo conduzido por Tavechio et al.  

(1996) com dados do mesmo laboratório, no período de 1991 a 1995, mostrou 

que o percentual de amostras positivas para SE em amostras humanas passou 

para 64,9% de 2.254 amostras e para 40,7% das 3.236 amostras de fontes não 

humanas, com grande destaque para materiais ligados à avicultura (aves, 

amostras ambientais, ovos, etc.). 

Freitas (2011), com isolados somente de frangos de corte, mostrou que 

o sorovar predominante ainda é SE, porém com grande destaque para 

Salmonella Minnesota (SM) que passou o ocupar o segundo lugar com 9,38% 

das 416 amostras pesquisadas no período de 2009 a 2010. 

A oscilação de prevalência dos sorovares de Salmonella nas últimas 

décadas (Lahellec e Colin, 1985; Trepka et al.,1999; Roy et al.; 2001; Foley et 

al., 2008; Foley et al.,  2011) mostra que, sempre que estratégias de controle 

são adotadas visando um sorovar específico, outro começa a ser isolado com 

mais frequência. Por isso, várias medidas de controle são necessárias para 

combater a presença deste microrganismo, tanto nas aves, quanto no ambiente 

que as cercam. Neste contexto podemos citar aquisição de material genético 
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livre, utilização de acidificantes, produtos de exclusão competitiva, 

antibioticoterapia e um programa de biosseguridade moldado para atender às 

necessidades de cada segmento da cadeia produtiva, o qual, dentre inúmeras 

outras medidas de controle, contempla a utilização de vacinas. 

No Brasil, o uso de vacinas inativadas contra SE em aves reprodutoras 

pesadas está liberado desde 2003 (BRASIL, 2003). A mesma legislação 

possibilita o uso de vacinas autógenas inativadas para outros sorovares. 

Assim, elaboramos o presente estudo com o objetivo de revisar os mecanismos 

de evasão celular da Salmonella, sua persistência dentro das células dos 

hospedeiros e também a interação do patógeno com o sistema imune das 

aves, bem como as vacinas disponíveis para seu controle. E, em um segundo 

momento, comparar, por meio de um trabalho científico, a resistência à 

infecção precoce e a dinâmica celular na mucosa intestinal, em progênies de 

reprodutoras que receberam um programa de vacinação utilizando uma 

associação de vacinas inativadas contra SE e SM, frente a progênies de 

reprodutoras que receberam um programa usando somente vacina inativada 

contra SE.  

Os capítulos foram elaborados nas normas para publicação na revista 

Archives of Veterinary Science, da Universidade Federal do Paraná. Ver anexo 

1.  
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VACINAS COMO ALTERNATIVA DE CONTROLE À SALMONELLA 

(Vaccines as Alternative Control to Salmonella)  

 

RESUMO 

Dentre as doenças transmitidas por alimentos, as salmoneloses ocupam um 

lugar de destaque ao redor do mundo. Salmonella é um patógeno que tem 

habilidade de infectar diferentes tipos de células e pode se multiplicar no 

interior de células imunes. O sucesso da habilidade da Salmonella em colonizar 

diferentes hospedeiros e ultrapassar as barreiras de defesa está ligado a 

complexos e sofisticados mecanismos, que possibilitam a infecção e a 

persistência dentro das células dos hospedeiros. O uso indiscriminado de 

antibiótico em aves levou ao aparecimento de cepas resistentes a diversas 

moléculas deste medicamento. Nesse cenário, cada vez mais, busca-se utilizar 

o sistema imunológico das aves como ferramenta de controle a esse patógeno. 

A presente revisão tem o objetivo de abordar os principais mecanismos de 

infecção e interação do patógeno com o sistema imunológico das aves, bem 

como as vacinas disponíveis atualmente para seu controle. 

 

Palavras-Chave: Frangos de corte; infecção por Salmonella, vacinas vivas e 

inativadas.  
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ABSTRACT 

Among foodborne illnesses, salmonellosis have an important place throughout 

the world. Salmonella is a pathogen that has the ability to infect different cell 

types and multiply within immune cells. The success of the ability of Salmonella 

to colonize different hosts and overcome the barriers of defense is linked to 

complex and sophisticated mechanisms that enable infection and persistence 

within the host cells. The indiscriminate use of antibiotic molecules led to the 

emergence of resistant strains. In this scenery, it is important to understand how 

to use the bird immune system as a pathogen control tool. The present review 

aims to address the main mechanisms of infection and pathogen interaction 

with the immune system of birds, as well as the currently available vaccines for 

their control.  

 

Keywords: broilers chicken; Salmonella infection, live and inactivated vaccines. 
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INTRODUÇÃO 

Salmonella é uma bactéria que afeta os animais e seres humanos, sendo 

que aves e seus produtos são particularmente envolvidos em caso de 

toxinfecção em seres humanos. A espécie Salmonella entérica enterica possui 

mais de 2000 sorotipos descritos, e a prevalência pode variar entre localidades, 

estados e países, sendo recomendado estabelecer medidas de vigilância e 

identificação dos sorotipos de Salmonella em seres humanos e aves de 

produção, com o propósito de desenvolver programas de controle específicos 

(OIE, 2011).  

Pesquisa publicada pela Food Borne Diseases Active Surveillance 

Network (CDC, 2011) comparou o número de casos de doenças por 

contaminação alimentar em seres humanos nos Estados Unidos e demonstrou 

que as infecções causadas por Salmonella corresponderam a 43,25% dos 

casos confirmados em laboratório e também foram maiores em números de 

internações (2.290 casos) e mortes (29 casos).  

No Brasil, ao longo dos últimos anos (Taunay et al., 1996; Tavechio et al., 

1996; Freitas, 2011), também vem sendo observada uma alternância entre a 

prevalência dos diversos sorovares de Salmonella. Dentre eles, a Salmonella 

Enteritidis (SE) ainda é o sorotipo mais comumente isolado em frangos de corte 

e reprodutoras (Kanashiro et al., 2005). Porém, outros sorovares como a 

Salmonella Minnesota (SM) vêm ocupando lugar de destaque nesse cenário. 

Dados apresentados por Freitas (2011) mostraram que os isolados de SM 

aumentaram de 0,96% no período de 2004/2008, para 9,38% no período de 

2009/2010, passando da décima posição para a segunda, atrás apenas do 

sorovar Enteritidis com 9,86% dos isolados. 
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A principal forma de controle de Salmonella em produção avícola 

relaciona-se a medidas de biosseguridade. Associadas a isso, várias 

ferramentas também têm sido empregadas como uso de antibióticos, ácidos 

orgânicos de cadeia curta na água ou ração, prébioticos, próbioticos e 

vacinação (Van Immerseel et al., 2005; Pickler et al., 2012).  

Em especial o uso de antibióticos para controle de salmoneloses em 

aves demonstrou-se pouco eficiente e ainda, provocou o aparecimento de 

estirpes resistentes a diversas moléculas utilizadas (Ribeiro et al., 2008). 

Ácidos orgânicos têm demonstrado serem eficazes no controle de SE em aves, 

entretanto, recentemente Pickler et al. ( 2012) compararam a eficiência do uso 

de ácidos orgânicos em frangos de corte, inoculados experimentalmente com 

SE e SM, e concluíram que o uso de ácidos orgânicos reduziu a excreção de 

SE no papo e ceco de frangos de corte, porém, foram pouco efetivos no grupo 

desafiado com SM. Esta observação levantou a hipótese de que esses 

diferentes produtos utilizados para o controle de Salmonella podem ter 

eficácias diferentes dependendo do sorovar estudado. 

Nesse cenário, o uso de vacinas vem sendo visto como uma boa 

estratégia no controle das salmoneloses (Zhang-Barber et al., 1999; Mastroeni 

et al., 2001; Penha Filho et al., 2009). No Brasil, o uso de vacinas inativadas 

contra SE em reprodutoras pesadas foi aprovado somente em 2003 (BRASIL, 

2003). O uso de vacinas inativadas induz a uma elevada produção de 

anticorpos (Liu et al., 2001), os quais são transmitidos às progênies via gema 

do ovo (Kovacs-Nolan e Mine, 2012). Esses anticorpos, segundo Friedman, 

(2003), são de fundamental importância no controle da transmissão/ 

disseminação da Salmonella ao longo da cadeia de produção avícola. O uso 
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dessas bacterinas contra SE já foi exaustivamente estudado (Miyamoto et al., 

1999; Liu et al., 2001; Inoue et al., 2008; Penha Filho et al., 2012) e sua 

eficiência já foi colocada à prova em inúmeros estudos, porém o uso de 

vacinas inativadas contra outros sorovares e a possível proteção cruzada entre 

a resposta para estes diferentes sorovares de Salmonella é um campo a ser 

estudado. 

 O objetivo da presente revisão é abordar os mecanismos imunológicos 

de resposta do hospedeiro à Salmonella e os diferentes tipos de vacinações 

existentes contra a salmonelose em aves. 

 

MECANISMOS IMUNOLÓGICOS RELACIONADOS À PERSISTÊNCIA E 

EXCREÇÃO DE SALMONELLA 

Salmonella entérica pode permanecer cronicamente viável nas células 

do Sistema Mononuclear Fagocitário (SMF) por até um ano após primeiro 

contato do hospedeiro com o agente, e é comum encontrar esse agente no 

interior dos macrófagos (Monack et al., 2004).  

Alguns outros sorovares com hospedeiro específico como Salmonella 

Typhi, Dublin, e Pullorum podem, depois da doença clínica ou infecção 

assintomática, persistir no organismo por longos períodos de tempo. No caso 

das Salmonella Typhi e Salmonella Dublin, a excreção bacteriana durante 

longos períodos de tempo é associada à proliferação do agente patógeno na 

vesícula biliar (Paulin et al., 2002; Paulin et al., 2007). 



22 

 

 

É proposto que a Salmonella entérica resida nos linfonodos 

mesentéricos dos mamíferos portadores, incluindo o de seres humano, os 

quais disseminam as bactérias via fezes. Algumas condições que promovem 

imunossupressão permitem a disseminação para o fígado, vesícula biliar, e 

intestino, promovendo novamente a excreção bacteriana nas fezes, assim 

como na fase inicial da infecção (Monack et al., 2004). 

No caso particular das aves que não possuem linfonodos mesentéricos, 

a persistência da Salmonella é no sistema reticuloendotelial (Zhang-Barber et 

al., 1999). Após infecção oral por Salmonella Gallinarum, por exemplo, esta 

coloniza o tecido linfoide associado ao intestino (GALT) no trato gastrintestinal, 

e, a partir daí, é levada até o fígado e baço pelos macrófagos, persistindo 

assim nestes órgãos (Jones et al., 2001). 

A microbiota normal do hospedeiro apresenta um papel de competição 

com Salmonella. Em infecções por Salmonella Typhimurium, observa-se que o 

processo inflamatório modifica o balanço entre a microbiota intestinal em favor 

do patógeno. Em um intestino sadio existem interações benéficas entre a 

microbiota normal e a mucosa intestinal. A resposta inflamatória dos 

hospedeiros neste caso, gerada especificamente pelos fatores de virulência da 

Salmonella Typhimurium, alteram as condições no lúmen intestinal e ativam a 

competição em favor do patógeno (Stecher et al., 2007). 

O processo inflamatório ocasiona aumento da secreção de peptídeos 

antibacterianos, lecitinas, mucinas, infiltração e migração de células fagocíticas, 

deixando radicais livres de oxigênio e nitrogênio (Dann e Eckmann, 2007). Os 

fatores antibacterianos podem interferir no crescimento da microbiota normal 
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reduzindo sua capacidade de competir com a Salmonella Typhimurium (Suzuki 

et al., 2004). As espécies bacterianas da microbiota podem ser mais sensíveis 

a estes fatores antibacterianos do que a Salmonella, sob estas condições, a 

microbiota simplesmente se desenvolve mais lentamente, permitindo que o 

patógeno aproveite-se dessas condições e multiplique-se exponencialmente 

(Stecher et al., 2007).  

Recentemente, Winter et al. (2010) observou que derivados reativos do 

oxigênio, gerados durante o processo inflamatório, reagem com componentes 

sulfurados luminais (tiosulfato) para formar um novo receptor de elétrons, o 

tetrationato. Os genes que conferem a capacidade de utilizar o tetrationato 

como receptor de elétrons fazem com que a Salmonella Typhimurium cresça 

com vantagem sobre a microbiota normal do lúmen intestinal inflamado, ou 

seja, os fatores de virulência desta bactéria induzem a produção desse 

receptor de elétrons no hospedeiro, permitindo ao patógeno utilizar a 

respiração (ciclo respiratório oxidativo) para competir com os microrganismos 

da flora intestinal. Portanto, a capacidade de desencadear a inflamação 

intestinal é crucial para a instalação deste patógeno. 

Há muito se estuda as mutações no código genético da Salmonella 

(Stuttard, 1973). Dentro das amplas mutações no genoma do sorovar 

Typhimurium foram identificados grupos de genes envolvidos na colonização 

intestinal nos bovinos (Paulin et al., 2002), frangos de corte (Morgan et al., 

2004) e suínos (Carnell et al., 2007), que revelaram que o gênero Salmonella, 

tanto nos hospedeiros específicos como em não específicos, precisa de fatores 

de colonização.  



24 

 

 

Os sorovares hospedeiro-específicos persistem mais nos linfonodos 

mesentéricos, no caso de mamíferos, e são determinantes para sua virulência 

sistêmica (Paulin et al., 2002).  

Exemplo disso são alguns estudos experimentais que mostraram o 

comportamento diferencial entre sorovares hospedeiro-específicos e não 

específicos. Na mucosa do íleo e cólon de suínos inoculados oralmente com 

cepas de Salmonella Typhimurium e de Salmonella Cholerasuis, observou-se 

que as contagens do sorovar Typhimurium foram significativamente maiores às 

36 e 48 horas pós inoculação (PI) em comparação com o sorovar Cholerasuis. 

Por outro lado, uma elevada contagem do sorovar Cholerasuis foi recuperado 

de linfonodos mesentéricos, tanto do íleo como do cólon. Por conseguinte, a 

virulência entérica do sorovar Typhimurium é associada com a rápida 

multiplicação na mucosa intestinal enquanto a virulência sistêmica do sorovar 

Cholerasuis associa-se com a persistência em linfonodos mesentéricos (Paulin 

et al., 2007).  

Outra observação foi uma diferença significativa entre estas duas cepas 

na excreção fecal, onde animais inoculados com sorovar Typhimurium 

apresentaram maior excreção que os desafiados com Cholerasuis. As 

diferenças também podem ser constatadas na resposta de citocinas, onde às 

24 horas pós inoculação, o sorovar Typhimurium provocou altos níveis de 

transcrição de TNF, IL-8 e IL-18 comparado com o sorovar Cholerasuis, de tal 

maneira que estes elevados níveis de citocinas pro-inflamatórias podem afetar 

à microbiota normal do intestino e promover a persistência intestinal da bactéria 

patogênica (Paulin et al., 2007).  
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Pode-se então concluir que a rápida multiplicação do sorovar 

Typhimurium poderia desencadear uma primeira resposta inflamatória seguida 

de uma infecção de grande magnitude, o que confinaria localmente o processo 

à mucosa intestinal, enquanto que a lenta multiplicação do sorovar Cholerasuis 

lhe permitiria evadir a ativação da resposta imune inata, favorecendo sua 

disseminação dissimulada (Uthe et al., 2007). 

Além disso, o sorovar Typhimurium possui genes que usam o TTSS 

(Type 3 Secretion System), codificados pelas Ilhas de Patogenicidade 1 e 2 

(SPI-1 e SPI-2). TTSS é um complexo protéico que estimula o rearranjo da 

actina no citoesqueleto celular, o qual facilita a invasão bacteriana e também 

contribui com sua multiplicação nas células epiteliais (Steele-Mortimer et al., 

2002).  

No caso especifico das aves tem sido observado que a Salmonella 

Gallinarum precisa absolutamente do TTSS codificado pela SPI2 para causar a 

infecção e possibilitar a sobrevivência dentro dos macrófagos e multiplicação 

no sistema reticuloendotelial. Aliás, a SPI-2 pode estar relacionada com a 

translocação desde o intestino até o fígado e o baço, sugerindo um mecanismo 

que envolve sobrevivência e transporte no interior de fagócitos (Jones et al., 

2001).  

Existem outros mecanismos que favorecem a persistência desse 

microrganismo no hospedeiro. Alguns trabalhos citam a expressão do gene 

ShdA como fator essencial para uma prolongada excreção de Salmonella 

Typhimurium via fezes (Kingsley et al., 2002; Kingsley et al., 2003). Dorsey et 

al. (2005) descreveram a importância de uma proteína codificada pelo gene 
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MisL, que estaria associada a colonização intestinal crônica em modelos de 

camundongos e aves. Weening et al. (2005) em modelos estudados em 

camundongos, levantaram a possibilidade de que as fímbrias processadas 

pelos genes lpf, bcf, stb, stc e std estariam envolvidas no processo de 

colonização intestinal por Salmonella Typhimurium. 

Outro fator importante a ser considerado é a susceptibilidade das 

espécies. Esperam-se diferenças substanciais na expressão de genes 

receptores em animais de espécies diferentes em comparação com os 

hospedeiros específicos. Por exemplo, a fimbria tipo 1 não contribui para a 

persistência intestinal no rato, mas é muito importante na infecção de porcos 

(Kingsley et al., 2003). 

 

RESPOSTAS IMUNES ÀS INFECÇÕES POR SALMONELLA EM AVES 

O sistema imune é uma barreira de proteção natural contra infecções de 

qualquer tipo e o mesmo pode ser estimulado para produzir respostas 

específicas através da utilização de ferramentas como as vacinas (Eckmann e 

Kagnoff, 2001; Raupach e Kaufmann, 2001).  

Em aves pode-se observar diferentes respostas imunes frente às 

infecções por Salmonella, principalmente quando comparamos infecções por 

salmonelas hospedeiro específicas com não específicas. Infecções por 

Salmonella Typhimurium, por exemplo, resultam em uma significativa 

inflamação da mucosa intestinal (Henderson et al., 1999), e o mesmo pode ser 

aplicado a outros sorovares. Setta et al. (2009) demonstraram significativa 
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expressão de marcadores de citocinas pró-inflamatórias no intestino de aves 

infectadas com Salmonella Typhimurium e Salmonella Enteritidis em 

comparação às infecções por Salmonella Gallinarum e Salmonella Pullorum. 

Kaiser et al. (2000), também estudando infecções por salmonelas hospedeiro 

específicas, descreveram que as infecções causadas por esses sorovares, 

causam somente leve inflamação no intestino.  

Em modelos de epitélio intestinal de galinhas, Kaiser et al. (2000) 

mostrou que após o desafio por Salmonella Typhimurium existe um forte 

aumento nos níveis da citocinas IL-6, enquanto que, após o desafio por 

Salmonella Gallinarum, praticamente não houve alteração comparando com 

células não desafiadas. Iqbal et al. (2005), usando uma cepa mutante de 

Salmonella Typhimurium, sem flagelos e sem a ilha de patogenicidade 1 (SPI-

1), mostrou redução na produção de IL-1B e IL-6, evidenciando assim que 

tanto a presença dos flagelos quanto das ilhas de patogenicidade estão 

envolvidos no processo inflamatório.  

Aliás, a ausência dos flagelos, tanto na Salmonella Gallinarum quanto na 

Pullorum é um dos principais fatores de sucesso desses sorovares em causar 

doença sistêmica em aves, já que sem os flagelos as bactérias não são 

reconhecidas pelos Receptores Tipo Toll – 5 (TLR5),  que são responsáveis 

pela detecção da flagelina, enquanto essa ainda está localizada fora das 

células e, assim não induzem a produção de citocinas inflamatórias (Miao et al., 

2007). 

Em geral, a imunidade de mucosa do intestino é a primeira linha de 

defesa contra Salmonella. É basicamente composta por imunoglobulinas (IgA - 
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secretória) e o MALT (Tecido Linfóide Associado à Mucosa). Depois de 

ultrapassada a primeira linha de defesa, a Salmonella desencadeia uma 

resposta imune sistêmica, onde, tanto os mecanismos de imunidade humoral 

quanto os mediados por células são ativados e desempenham papéis 

importantes contra infecções por esse agente (Berndt et al., 2007). 

  

Imunidade Humoral 

Uma vez que um animal é infectado com Salmonella, uma rápida 

resposta imune humoral é desencadeada. Esta resposta pode ser afetada por 

muitos fatores, incluindo a intensidade do desafio (Hassan et al., 1993), a 

virulência do organismo (Hassan e Curtiss, 1994b), a via de administração e a 

idade do animal (Hassan e Curtiss, 1994a). Após uma semana do contato com 

a Salmonella já é possível detectar anticorpos no soro das aves (Gast e Beard, 

1990; Hassan et al., 1991) e esta resposta pode persistir por 10 semanas ou 

mais. Usando ensaios imunoenzimáticos (ELISA), Hassan et al. (1991) 

descreveram que a primeira imunoglobulina a ser produzida é a IgM , seguida 

de IgG e IgA. Os níveis de IgM e IgA diminuem gradualmente, enquanto os 

níveis de IgG podem persistir por períodos superiores a 40 semanas (Bailey et 

al., 2007).  

Imunoglobulinas séricas podem ser passadas verticalmente para a 

progênie através da gema de ovo e podem inibir o crescimento da Salmonella 

no organismo destes indivíduos até mesmo durante o período de incubação 

(Gast et al., 1997). Existe uma série de componentes antigênicos na superfície 

ou no interior da Salmonella, muitos dos quais serão reconhecidos como 
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estranhos pelo hospedeiro (Timms et al., 1994; Liu et al., 2001). A intensidade 

de produção de anticorpos antigênicos individuais pode variar durante o curso 

da resposta imune. Ochoa-Reparaz et al. (2004) descreveu que, primeiramente 

ocorre a produção de anticorpos contra antígenos imunodominantes, ficando 

para um segundo momento, a produção de anticorpos para os demais 

antígenos. Baay e Huis in 'T Veld (1993) observaram que a produção de 

anticorpos antiflagelares foram maiores no início da infecção enquanto soros 

anti-LPS predominaram em fases posteriores em frangos desafiados com 

Salmonella Enteritidis. Esses mesmos anticorpos foram pouco produzidos em 

aves jovens em comparativo com aves mais velhas. Nas aves jovens, a 

produção de anticorpos de resposta aos antígenos fimbriais SEF14 foram 

consideráveis, enquanto foram considerados apenas “modestos” em aves 

adultas (Thorns et al., 1996).  

Foi demonstrado (Kaiser e Lamont, 2001; Kaiser et al., 2002) uma 

correlação fortemente positiva entre a produção de anticorpos e a redução da 

colonização por Salmonella, confirmando a importância do monitoramento 

desses anticorpos após o uso de vacinas inativadas. Por outro lado, Beal et al. 

(2006), demonstraram, removendo cirurgicamente a Bolsa Cloacal de embriões 

de aves com 17 dias de incubação e posteriormente desafiando as aves com 6 

semanas de idade com Salmonella Typhimurium, que o tempo de remoção do 

agente no intestino foi o mesmo do grupo não bursectomizado, demonstrando 

que a imunidade humoral não é suficiente para a eliminação desse 

microrganismo em desafios contra esse sorovar.  

A especificidade da resposta humoral também difere para infecções por 

diferentes sorovares de Salmonella. Respostas humorais em indivíduos 
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infectados com diferentes sorovares geraram marcadores sorológicos que 

demonstraram proteção cruzada para os antígenos LPS dos grupos B e D 

(Nicholas e Cullen, 1991; Barrow, 1992; Barrow et al., 1992).  

 

Imunidade Celular  

Parece amplamente aceito que a imunidade mediada por células é mais 

importante do que as respostas humorais na proteção contra a Salmonella 

(Mastroeni et al., 1993).  

 Beal et al. (2004) demonstraram uma correlação significativa entre os 

níveis de interferon-gama e o tempo da eliminação do agente em uma infecção 

experimental por Salmonella Typhimurium em aves com seis semanas de 

idade. Berndt e Methner (2001), comparando infecções com cepas virulentas e 

atenuadas de Salmonella Typhimurium em pintinhos de 1 dia, observaram que 

as células envolvidas na resposta imune (Linfócitos T CD8+), tanto do grupo 

desafiado com cepa virulenta quanto do grupo que recebeu a cepa vacinal, 

eram as mesmas, diferenciando apenas nas quantidades.  

 Farnell et al. (2001), administrando interferon-gama intraperitoneal em 

pintos Leghorn de um dia de idade e desafiando os mesmos oralmente com 

Salmonella Enteritidis, observou redução na colonização dos órgãos em 

relação aos grupos controle. 

 Van Immerseel et al. (2002) descreveram com detalhes a dinâmica da 

invasão da parede do ceco de pintos de 1 dia desafiados oralmente com 

Salmonella Enteritidis e observaram, através de imunoistoquímica, que 24 
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horas após o desafio havia presença de macrófagos e células T na mucosa do 

ceco, enquanto que os linfócitos B vieram a aparecer somente dois dias após o 

desafio.  

 

Imunidade Passiva 

 A imunidade passiva, descrita como os anticorpos produzidos pela mãe 

e passado a progênie, é uma ferramenta bastante utilizada na avicultura para o 

controle de doenças. Os anticorpos maternos são muito úteis, por exemplo, no 

combate a doença de Gumboro (Fussell, 1998).  

Methner e Steinbach (1997) avaliaram a transmissão de anticorpos 

contra Salmonella e seus efeitos protetivos em progênies oriundas de matrizes 

vacinadas com vacina inativada contra Salmonella Enteritidis. A vacinação 

resultou em aumento na concentração de anticorpos na gema de ovos 

incubáveis, no soro e jejuno das progênies até aos 21 dias de idade e ainda 

altos títulos de IgG e IgA no soro das aves neste mesmo período. Ainda, 

compararam a eficiência da proteção desses anticorpos contra desafio com 

Salmonella Enteritidis e verificaram que contagens de Salmonella entre 7 e 21 

dias de idade, no ceco das progênies de matrizes vacinadas, foi menor do que 

no grupo de aves oriundas de reprodutoras não vacinadas. 

 De forma semelhante, Inoue et al. (2008) comprovou a eficiência dos 

anticorpos maternos em um experimento comparando progênies oriundas de 

matrizes vacinadas com vacina inativada contra Salmonella Enteritidis com 

progênies de lotes não vacinados. Aves dos dois grupos foram desafiadas no 
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1º e no 14º dia de vida. Nos dois desafios, os isolamentos de Salmonella nos 

grupos oriundos de matrizes vacinadas foram menores do que aqueles de lotes 

não vacinados, ainda que, o tempo de eliminação de Salmonella nas fezes 

tenha sido muito semelhante nos dois grupos quando esses foram desafiados 

com um dia de vida. Também observou que progênies de matrizes vacinadas e 

não desafiadas apresentaram anticorpos detectáveis em ELISA até o 28º dia 

de idade. 

Por outro lado, Young et al. (2007) estudou a eficiência do uso de 

vacinas inativadas contra Salmonella Hadar, Kentucky e Heidelberg e três 

doses de vacinas vivas contra Salmonella Typhimurium em reprodutoras sobre 

a proteção das progênies contra a respectiva cepa presente na vacina 

inativada e concluiu que não houve redução significativa no número de 

amostras positivas nos grupos de matrizes vacinados em relação ao grupo de 

matrizes não vacinadas. 

 

VACINAS COMO ALTERNATIVAS AO CONTROLE DE SALMONELLA 

Devido à importância da Salmonella para saúde pública, rígidas 

estratégias de controle devem ser introduzidas pelas agroindústrias no intuito 

de controlar a presença de Salmonella spp. na população animal de sua 

integração. As principais medidas de controle no combate à Salmonella estão 

ligadas à biosseguridade. Dentre essas medidas, pode se citar o controle da 

entrada de material genético, ração, água, limpeza e desinfecção dos aviários, 

controle de pragas e destinação correta dos resíduos (Foley et al., 2008).  
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Nos últimos tempos, nota-se um interesse maior pelo uso da vacinação 

como forma adicional de controle da Salmonella, especialmente para os 

sorovares de importância em saúde pública (Desin et al., 2013) . 

Mundialmente, não existe um consenso sobre o uso de vacinas contra 

Salmonella. Na Europa, por exemplo, alguns países como a Dinamarca, 

Finlândia e Suécia proíbem o uso de vacinas (Wegener et al., 2003; Keery, 

2010). Já na Inglaterra (EU, 2003), a vacinação de lotes de postura comercial 

contra Salmonella Enteritidis e Salmonella Typhimurium é obrigatória. Apesar 

de várias vacinas serem desenvolvidas de forma experimental, somente 

algumas são autorizadas para uso comercial, pois as cepas usadas para essa 

finalidade precisam atender algumas características para que possam ser 

diferenciadas das cepas de campo (conceito DIVA – Differentiating Infected 

from Vaccinated Animals), ser suficientemente imunogênicas e ainda serem 

eliminadas do organismo da ave antes do abate (Barrow, 2007).  

Do ponto de vista imunológico, uma boa vacina contra Salmonella 

deveria proferir imunidade contra vários sorovares. Como os principais 

sorovares relacionados às toxinfecções alimentares em humanos são a 

Salmonella Enteritidis e a Typhimurium, a maioria das vacinas, vivas ou 

inativadas, desenvolvidas até hoje, são para combater esses sorovares. 

Estudos com uma vacina comercial contra Salmonella Gallinarum 

demonstraram que essa tem se mostrado eficiente na proteção contra a 

Salmonella Enteritidis (Barrow, 1991; Feberwee et al., 2001) por serem 

sorovares pertencentes ao mesmo grupo.  
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Parker et al. (2001) não encontraram diferença significativa em ovos ou 

infecção do trato reprodutivo de aves de postura vacinadas com uma cepa 

mutante (Aro A) de Salmonella Typhimurium, com 1 dia, 4 e 22 semanas de 

idade, e desafiadas com Salmonella Enteritidis com 30 semanas de idade.  

Curtiss e Hassan (1996), usando aves SPF (Specific Pathogen Free), 

vacinadas com uma cepa atenuada de Salmonella Typhimurium (x3985) e, 

posteriormente, desafiadas com diferentes sorovares e grupos de Salmonella, 

observaram que duas doses da vacina evitaram a colonização de órgãos para 

os grupos B, D e E e reduziram significativamente a colonização intestinal para 

o grupo C. Entretanto, a proteção cruzada foi menos evidente para antígenos 

flagelares, embora algum grau dessa proteção possa ocorrer (Thorns et al., 

1996). 

 

Vacinas Vivas Atenuadas 

 A disponibilidade do genoma completo da Salmonella Typhimurium 

(Mcclelland et al., 2001) fez com que diversos avanços fossem feitos na 

pesquisa de cepas mutantes de campo capazes de atender os requisitos para 

serem usados como cepas vacinais, principalmente, a identificação dos genes 

que expressam a virulência da bactéria.   

As vacinas vivas possuem uma série de vantagens que vão desde a 

aplicação até o tipo de resposta imune induzida, já que são capazes de 

estimular tanto a resposta imunológica celular citotóxica, com a presença de 

linfócitos T CD8+, e uma resposta humoral, essa última, além da produzir 
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outros anticorpos, produz também a IgA secretória, importante componente da 

imunidade da mucosa intestinal (Lillehoj et al., 2000; Van Immerseel et al., 

2005; Penha Filho et al., 2012). 

Vários trabalhos tem descrito com sucesso o uso cepas mutantes que 

não possuem alguns genes essenciais para o metabolismo, virulência e 

sobrevivência da Salmonella no organismo do hospedeiro (Cerquetti e 

Gherardi, 2000; Dorea et al., 2010; Methner et al., 2011; Springer et al., 2011). 

Gamazo (2007) chamou atenção para alguns riscos que podem estar 

associados à utilização de vacinas vivas, principalmente devido a possibilidade 

de alguma reversão da patogenicidade do agente. Porém, as vacinas 

aprovadas para uso comercial, precisam passar por rigorosos testes 

comprovando que para a cepa utilizada, o risco de reversão inexiste (EFSA, 

2004). 

   

Vacinas Inativadas 

 São compostas por células bacterianas inativadas térmica ou 

quimicamente e que promovem uma boa produção de anticorpos. Da mesma 

forma que as vacinas vivas, existe um número muito grande de vacinas 

inativadas disponíveis no mercado (Desin et al., 2013). Porém, a difusão do 

uso dessas vacinas está restrita às vacinas inativadas contra Salmonella 

Enteritidis em matrizes reprodutoras e aves de postura comercial (Feberwee et 

al., 2001; Penha Filho et al., 2009). No Brasil, a legislação para uso dessas 

vacinas em reprodutoras pesadas está vigente desde 2003 (Brasil, 2003). 
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 Diferente das vacinas vivas, a administração dessas vacinas  induz uma 

forte produção de anticorpos, e esses, principalmente IgG, são transferidos 

para a progênie e persistem por algumas semanas, porém, para uma resposta 

satisfatória, são necessárias pelo menos duas aplicações, intramuscular ou 

subcutânea, o que torna seu uso, bastante oneroso devido a dificuldade de 

aplicação (Methner et al., 1994; Methner e Steinbach, 1997). 

Devido aos mais de dois mil sorovares de Salmonella existentes, torna-

se complexo encontrar uma vacina efetiva para todos e o uso de vacinas 

autógenas ainda foi pouco estudado (EFSA, 2004).  

Além disso, vários autores (Springer et al., 2000; Clifton-Hadley et al., 

2002; Woodward et al., 2002) têm demonstrado que a vacinação não resultará 

em uma proteção absoluta, pois o agente poderá colonizar o intestino das aves 

vacinadas. O benefício do uso da vacina está relacionado ao melhor preparo 

do hospedeiro para a uma rápida resposta imunológica e na agilidade da 

eliminação do agente (Barrow, 2007).  
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CONCLUSÕES 

Devido a enorme quantidade de sorovares existente, somada à 

habilidade da Salmonella em evadir-se da resposta imune das aves e, ainda, 

deste agente usar células envolvidas na resposta inflamatória para levá-la aos 

órgãos sistêmicos, faz com que o uso de vacinas seja realmente uma boa 

opção no combate a esse agente. Porém o desenvolvimento de uma vacina 

realmente efetiva é ainda uma missão bastante difícil. 

Além da dificuldade do desenvolvimento de uma vacina realmente 

efetiva, existe o desafio do custo da tecnologia que não pode ser deixado de 

lado, já que as margens de lucro das agroindústrias não permitem fazer uso de 

tecnologias que aumentem seu custo de produção. 

Vacinas vivas se mostram uma ferramenta mais vantajosa quando 

comparadas com vacinas inativadas, pela facilidade de aplicação e pelo tipo de 

resposta imune obtida, porém, não podemos deixar de ressaltar a importância 

do uso da vacina inativada contra Salmonella Enteritidis no Brasil, que ajudou 

na redução dos isolados desse agente tanto em produtos cárneos de frango 

quanto em ovos.  

O uso de novas tecnologias mostra um futuro promissor no 

desenvolvimento de ferramentas efetivas no combate à Salmonella. Muito tem 

se falado hoje em dia em vacinas vetoriais, vacinas de DNA, e até mesmo o 

uso de adjuvantes que podem preparar o sistema imune para uma resposta 

mais rápida a esse agente. 
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As práticas de biosseguridade são a melhor forma de prevenir a entrada 

desse patógeno em nossos plantéis. 
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VACINAÇÃO COM BACTERINA DE SALMONELLA 

ENTERITIDIS E SALMONELLA MINNESOTA EM 

MATRIZES DE FRANGOS DE CORTE: CONTROLE DA 

COLONIZAÇÃO E RESPOSTA IMUNE NA PROGÊNIE 

DESAFIADA 

 (Bacterins of Salmonella Enteritidis and Salmonella Minnesota vaccination in 
Broiler Breeders: Control of Intestinal Colonization and Immune Response in 

Challenged Progeny) 
 

 

RESUMO 

Dentre as doenças transmitidas por alimentos, a salmonelose é a que mais 

preocupa os consumidores e produtores de aves, pois na maioria dos casos de 

toxinfecção por este agente, carne de aves ou derivados estão envolvidos. Ao 

longo dos últimos anos, percebe-se que, sempre quando se estabelece 

controle para um sorovar, ocorre alternância de prevalência para outro sorovar 

da mesma espécie. Esse comportamento, aliado a enorme quantidade de 

sorovares conhecidos, leva a crer que o sucesso no controle desse agente está 

associado a diversas ações, dentre elas, o uso de vacinas. O presente trabalho 

foi desenvolvido para estudar a Vacinação de Matrizes de Frangos de Corte 

com bacterina de Salmonella Enteritidis e Minnesota sobre o controle da 

colonização da progênie desafiada com essas bactérias vivas. Foi observado, 

em frangos de um dia, que o grupo oriundo de reprodutoras vacinadas com SE 

e SM apresentaram maior quantidade de células CD4+ no íleo e CD8+ no 

ceco. Aos sete dias após o desafio, a progênie destas reprodutoras também 

apresentaram menor colonização  por Salmonella no fígado que frangos 
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oriundos de reprodutoras vacinadas com SE, porém não houve diferença para 

a colonização do ceco, papo e fígado aos três, 14 e 21 dias após desafio. 

 

Palavras-Chave: salmonelose em aves; resposta imune, imunoistoquímica. 
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ABSTRACT 

Among several foodborne illnesses, salmonellosis is the main concern to 

consumers and producers of broilers, because poultry meat or derivatives are 

normally involved in toxinfection. Over the past few years, it is noticed that, 

whenever control for a serovar is established, replacement to another serovar of 

the same species occurs. This behavior, coupled with the huge amount of 

known serovars, suggests that success in controlling this agent is associated 

with several actions, such as vaccine usage. To a better understanding about 

the use of vaccines in controlling Salmonella, this study was carried out to 

evaluate the vaccination of broiler breeders with Salmonella Enteritidis and 

Salmonella Minnesota bacterins on the colonization control in progeny after 

challenged with these bacteria". It was observed, in chickens of 1 day, that the 

group descendant of vaccinated breeders with SE and SM showed higher 

amount of CD4 + cells in the ileum and CD8 + in the cecum. At 7 days after 

challenge, the progeny from these breeders also had lower colonization in the 

liver than birds from breeders vaccinated with SE, but no difference in 

colonization of cecum, crop and liver at three, 14 and 21 days after challenge 

was found.  

 

 

Keywords: avian salmonellosis, imune response, immunohistochemestry. 
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INTRODUÇÃO 

Salmonella enterica é o principal agente de doenças transmitidas por 

alimentos em seres humanos, e os produtos de origem avícola (carnes e 

derivados) estão frequentemente envolvidos nestes casos de toxinfecção 

alimentares (WHO, 2007). 

Recentemente a Organização das Nações Unidas para Alimentação e 

Agricultura (FAO) e a Organização Mundial da Saúde (WHO) identificaram a 

necessidade de maiores informações sobre a efetividade das medidas de 

controle adotadas para redução de Salmonella spp. em frangos de corte, não 

só nos abatedouros, mas também em granjas de criação (FAO, 2009). 

Dentro da cadeia de produção do frango de corte a transmissão vertical, 

proveniente de lotes de matrizes infectados e, posteriormente, a disseminação 

horizontal desse agente no incubatório ou nos aviários é bastante comum, 

principalmente para os sorovares Enteritidis e Typhimurium (Heyndrickx et al., 

2002). Por isso, a vacinação de reprodutoras tem se tornado uma importante 

ferramenta que, associada a outras medidas de biosseguridade, podem auxiliar 

no controle da disseminação deste microrganismo (Zhang-Barber et al., 1999). 

É conhecido que vacinas vivas contra Salmonella conferem uma melhor 

proteção, já que estas estimulam tanto a resposta imunológica celular com 

presença de linfócitos T CD8+ ativados, quanto humoral com a produção de 

imunoglobulinas (IgA) secretórias (Van Immerseel et al., 2005; Penha Filho et 

al., 2012), enquanto que as vacinas inativadas,  resultam em uma resposta 

baseada da produção de linfócitos T CD4+ e uma grande produção de 

anticorpos (Chatfield et al., 1993). O uso de vacinas inativadas (bacterinas) tem 

se mostrado eficiente na redução da colonização intestinal e no 
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desaparecimento de sinais clínicos em infecções por Salmonella Enteritidis. 

Entretanto, foi comprovado que seu uso é mais efetivo na redução da 

colonização de órgãos e diminuindo a excreção fecal do que na eliminação do 

agente (Inoue et al., 2008; Young et al., 2007).  

O fato é que, os mecanismos de proteção para desafios por Salmonella 

foram amplamente discutidos e estudados para os sorovares Pullorum e 

Gallinarum (Berchieri et al., 2000; Neto et al., 2007; Ribeiro et al., 2009), 

Typhimurium (Berndt e Methner, 2001; Hassan e Curtiss Iii, 1994) e Enteritidis 

(Okamura et al., 2001; Miyamoto et al., 1997; Guard-Petter, 2001) em aves. 

Porém, não existe muita informação sobre as formas de transmissão, a 

resposta imunológica nas aves e a eficiência da imunidade passiva transmitida 

à progênie no combate às infecções por outros sorovares de Salmonella, além 

dos já mencionados. 

No Brasil, somente vacinas inativadas contra Salmonella Enteritidis são 

aprovadas para uso em reprodutoras de frangos de corte. O uso de vacinas 

inativadas autógenas também é permitido, mediante autorização do Ministério 

da Agricultura, Pecuária e Abastecimento – MAPA (BRASIL, 2003).  

O objetivo desse trabalho foi medir a eficácia do uso de uma vacina 

inativada contra Salmonella Minnesota associada a um programa vacinal 

utilizando vacina inativada contra Salmonella Enteritidis, em reprodutoras, no 

controle da colonização e na dinâmica celular de mucosa intestinal da 

progênie, quando essa foi desafiada com Salmonella Enteritidis ou Minnesota. 

 

MATERIAL E MÉTODOS  

Animais e Tratamentos Experimentais  
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A execução do experimento foi aprovada pelo Comitê de Ética em 

experimentação animal do setor de Ciências Agrárias da Universidade Federal 

do Paraná, protocolado com o número 004/2012. 

Foram utilizados 150 frangos de corte de um dia, divididos em um 

experimento fatorial 2 (vacinação de reprodutoras) x 3 (desafio na progênie) 

com 6 tratamentos, cada um com 25 pintinhos de acordo com a TABELA 1. As 

aves foram oriundas do mesmo lote de matrizes COBB®, vacinadas com uma 

dose de 0,5 mL de vacina inativada (Bio-Enteritidis®, partida 800/11, fabricação 

09/2011, vencimento 09/2013) contra Salmonella Enteritidis (SE) às 11 e 18 

semanas de vida. Duas mil matrizes desse lote foram identificadas no tarso 

com anilhas coloridas e receberam a mesma vacina contra SE (na mesma 

idade e dosagem) e mais uma dose (nas mesmas idades) contra Salmonella 

Minnesota (vacina autógena, autorizada pelo Ministério da Agricultura, 

Pecuária e Abastecimento, processo 21052.005412/2011-61). Ambas as 

vacinas utilizadas apresentavam o título de 1x108UFC/dose e eram 

microemulsionadas em adjuvante oleoso. 

TABELA 1. Tratamentos Experimentais. 

Nº 
Aves 

Vacinação das Reprodutoras Desafio nos frangos de corte 

25 Salmonella Enteritidis  Controle 

25 Salmonella Enteritidis + Minnesota  Controle 

25 Salmonella Enteritidis Salmonella Enteritidis 

25 Salmonella Enteritidis Salmonella Minnesota 

25 Salmonella Enteritidis + Minnesota Salmonella Enteritidis 

25 Salmonella Enteritidis + Minnesota Salmonella Minnesota 

 
Com trinta semanas de idade, os ovos das matrizes vacinadas com SE 

ou SE+SM foram coletados e incubados em bandejas separadas, na mesma 

incubadora, de acordo com as recomendações de incubação da linhagem 

(COBB, 2008). As progênies foram desafiadas, de acordo com cada 
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tratamento, no primeiro dia e alojadas em salas-isoladores separadas, mas 

idênticas, com pressão negativa, previamente limpas, desinfetadas e com 

cama de maravalha previamente esterilizada em autoclave 121º C/15 minutos.  

Todo material utilizado foi lavado e autoclavado ou desinfetado com 

aspersão de hidróxido de amônia. Foram realizados testes de esterilidade nas 

salas, equipamentos e cama antes do início do experimento. Os animais foram 

mantidos durante 21 dias com fornecimento de água e ração ad libitum com 

dieta formulada de acordo com o NRC (2004).  

 

Coleta de Material para Análises 

Ao primeiro dia do experimento, cinco aves foram eutanasiadas e 

necropsiadas para pesquisa de Salmonella em papo, ceco e fígado para 

confirmar a negatividade para Salmonella sp.  

Aos três, 7 e 14 dias, cinco aves de cada um dos grupos foram 

eutanasiadas, usando deslocamento cervical, e realizada a coleta asséptica do 

ceco e fígado para análise qualitativa e quantitativa de Salmonella sp. Aos 21 

dias, além do ceco e fígado, foram coletados fragmentos do papo de cinco 

aves para análise qualitativa para Salmonella sp. Ainda foram coletados 

fragmentos do íleo e ceco de aves com antes do desafio e três e sete dias após 

desafio, para análise quantitativa de células caliciformes, linfócitos T CD4+ e 

CD8+. 

 

Preparo dos inóculos com as cepas e desafio das aves 

Para o preparo do inóculo de Salmonella Enteritidis, foi utilizada uma 

colônia pura isolada de frangos de corte, retirada do Ágar estoque e incubada 
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em solução de BHI (Brain Heart Infusion) por 24h a 37°C. Em seguida, o 

conteúdo dessa solução foi semeado com swab em uma placa de Agar Mueller 

Hinton e incubada por 24h a 37ºC. Na sequência, a placa foi lavada, com 

solução de NaCl 0,85% esterilizada. A cultura bacteriana foi diluída 

seriadamente (1:10), também em solução NaCl esterilizada, até atingir a 

concentração correspondente à escala 0,5 de MacFarland, a qual corresponde 

à concentração de 108UFC (Unidades Formadoras de Colônias) de Salmonella 

Enteritidis/mL (Pickler et al., 2012). Foram feitas diluições decimais seriadas 

em tubos contendo 9 mL de NaCl 0,85% esterilizada até atingir a concentração 

de 105 UFC/mL. Cada uma das diluições foi semeada em placas de Agar PCA 

(Plate Count Agar, Oxoid®) para contagem de colônias.  

O preparo do inóculo de Salmonella Minessota, obedeceu aos mesmos 

passos descritos para Salmonella Enteritidis, utilizando uma colônia também 

isolada de frangos de corte, que encontrava-se em Agar estoque. 

Os frangos foram desafiados com uso de sonda oral, no primeiro dia de 

vida, com 1mL de uma solução contendo 105 UFC/mL de SE ou SM de acordo 

com cada tratamento. 

 

Análises Microbiológicas 

Para realização do procedimento de contagem de Salmonella sp. as 

amostras dos fragmentos de papo, ceco e fígado foram maceradas e diluídas 

em água peptonada 2% em proporção de 1:9 (1g de fragmento para 9 mL de 

água peptonada). Foi retirado 1 mL da solução inicial de água peptonada 2% 

que foi pipetada em tubo contendo 9mL de água peptonada 0,1% e assim 

sucessivamente, até a diluição 10-3. Posteriormente, foram retirados 100µL de 
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cada diluição e dispensados nas placas em duplicata em ágar verde brilhante 

com 1% de novobiocina, espalhando-se o líquido pela superfície da placa com 

uma alça de vidro. As placas foram incubadas em estufa regulada a 35ºC por 

24h e submetidas à contagem das colônias. 

As soluções iniciais de água peptonada 2% foram incubadas a 35ºC por 

24h. Após esse período foram transferidos 100µL de cada solução inicial para 

tubos com 10 mL de caldo Rappaport-Vassiliadis e 1 mL para um tubo 

contendo 10 mL de caldo Tetrationato, e incubados em estufa 42ºC por 24h, 

para confirmação da presença ou ausência de Salmonella sp. 

Os resultados das contagens de colônias foram realizados de acordo 

com Procedimentos de Contagem de Colônias da Normativa nº62 publicada 

em 26 de agosto de 2003 (BRASIL, 2003b). Os valores dos resultados da 

contagem de colônias de Salmonella foram transformados em Log10 para 

análise estatística. 

 

Análises Histológicas e Imunoistoquímicas 

As amostras de íleo e ceco foram coletadas em solução de formalina 

tamponada 10% e outras porções destes mesmos segmentos foram 

rapidamente congeladas em nitrogênio líquido.   

Para as análises de células caliciformes, as amostras foram incluídas em 

parafina, seccionadas com 5μm de espessura e coradas com Hematoxilina & 

Eosina adicionada de coloração azul de algodão, sendo posteriormente 

analisadas em microscopia de luz com ampliação de 100 vezes (Olympus 

BX41 Olympus America INC., NY, USA). Vinte campos microscópicos foram 

analisados em cada grupo experimental, para cada segmento intestinal, 
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totalizando 120 campos por segmento intestinal por grupo 

experimental(adaptado de Santin et al., 2001).  

Para a análise imunoistoquimica de linfócitos T CD4+ e T CD8+, as 

amostras foram incluídas em gel Tissue-Tek O. C. T. (Miles, Elkhart IN, US), 

congeladas em nitrogênio líquido, seccionadas com 5μm de espessura em um 

aparelho criostato e fixadas em lâminas carregadas positivamente em acetona 

100%. Em seguida foi realizada a re-hidratação com PBS 0,1M pH 7,6, 

bloqueio da peroxidase endógena com peróxido de hidrogênio 3% por cinco 

minutos e proteína bloqueadora por oito minutos. Os anticorpos primários 

utilizados foram Anti-CD4 (CT-4 Southern Biotech 1:100) e Anti-CD8 ( CT-8 

Southern Biotech 1:100),  incubados por 90 minutos a 37°C. Para detecção da 

reação foi utilizado anticorpo secundário anti-camundongo e anti-coelho 

combinados num mesmo sistema de amplificação, kit ADVANCE®, por 30 

minutos. Para revelação da reação utilizou-se cromógeno, kit DAB®, por 30 

segundos. As lâminas foram contra-coradas com Hematoxilina de Meyer, 

lavadas em água com posterior desidratação e montagem das mesmas.  

Campos microscópicos com presença de células positivas foram 

quantificados em microscopia de luz com ampliação de 100X (Olympus BX41 

Olympus America INC., NY, USA). Foram analisados 20 campos por segmento 

intestinal para cada grupo experimental, totalizando 120, para cada marcador 

de superfície celular.  

 

Análise Estatística 

Os dados foram submetidos ao teste de Shapiro-Wilk para identificar se 

os dados eram paramétricos ou não. Dados paramétricos foram submetidos à 
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análise de variância (ANOVA), seguidas pelo teste de Tukey a 5%. Dados não 

paramétricos foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis a 5%. Para as 

análises microbiológicas, as contagens de colônias foram transformadas em 

Log 10 previamente à análise estatística. O software utilizado foi o Statistix 9®.  

 

RESULTADOS 

Microbiologia 

 Na TABELA 2 são apresentados os resultados das contagens de 

colônias (três e sete dias). Para os dados de 14 e 21 dias, houve crescimento 

bacteriano apenas após enriquecimento em meios seletivos, por esse motivo, 

os resultados estão expressos em porcentual de positividade em relação às 

amostras analisadas. Pode-se observar que aos três, 14 e 21 dias, frangos 

desafiados apresentaram significativamente maior colonização dessa bactéria 

quando comparado a animais não desafiados, embora não tenha sido 

observado diferença entre o tipo de sorovar utilizado no desafio. Aos sete dias 

houve interação entre os fatores desafio e vacinação das reprodutoras para 

contagem de Salmonella, onde frangos desafiados com SM, provenientes de 

reprodutoras vacinadas somente com SE apresentaram maior contagem de 

Salmonella no fígado quando comparado a frangos desafiados com SM de 

reprodutoras vacinadas com SE+SM.  
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TABELA 2. Contagem de Salmonella em fragmentos de fígado nos diferentes tratamentos, 

onde SE = Salmonella Enteritidis, SM = Salmonella Minnesota e ND= Não Desafiadas. 

TRATAMENTOS 

EFEITOS PRINCIPAIS 

Log(10) % de Positividade 

3 dias 7 dias 14 dias 21 dias 

VACINA 
SE  1,84±0,37 1,31±0,28 60% 53% 

SE+SM  1,36±0,34 0,78±0,18 60% 53% 

DESAFIO 

ND  0,00±0,00b 0,00±0,00b 0%b 0%b 

SE  2,47±0,34a 1,49±0,26a 90%a 80%a 

SM  2,34±0,28a 1,65±0,24a 90%a 80%a 

Vacina Desafio EFEITOS DAS INTERAÇÕES  

SE ND 0,00±0,00  0,00±0,00c 0 0 

SE+SM ND 0,00±0,00  0,00±0,00c 0 0 

SE SE 2,37±0,98  1,64±0,35ab 80% 80% 

SE SM 2,35±0,55  2,30±0,20a 100% 80% 

SE+SM  SE 2,10±1,35  1,34±0,34b 100% 80% 

SE+SM SM 2,35±1,36  1,00±0,00b 80% 80% 

    Probabilidades 

Vacina (P1)     0,347 0,128 1,000 1,000 

Desafio (P2)   <0,001  <0,001 <0,001 <0,001 

(P1) x (P2)   >0,001  <0,001 >0,001 >0,001 

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferença significativa no teste de Kruskal Wallis 
(P˂0,05). 
 

A TABELA 3 apresenta o porcentual de amostras positivas de 

Salmonella no ceco dos frangos de corte nas diferentes idades e tratamentos. 

Para os resultados de ceco, foi observado crescimento bacteriano somente 

após o enriquecimento em meios seletivos. Por esse motivo, os resultados 

estão expressos em porcentual de positividade em relação ao total de amostras 

analisadas. Nestes resultados observa-se somente o efeito do desafio, onde 

aves desafiadas apresentam maior positividade que aves não desafiadas, não 

havendo diferença entre os sorovares utilizados. Resultados semelhantes 

foram observados nas amostras de papo de aves aos 21 dias, conforme 

apresentado na TABELA 4.  
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TABELA 3. Porcentual de amostras positivas em fragmentos de ceco nos diferentes 

tratamentos onde SE = Salmonella Enteritidis, SM = Salmonella Minnesota e ND = Não 

desafiadas. 

TRATAMENTOS 

EFEITOS PRINCIPAIS 

% Positividade 

3 dias 7 dias 14 dias 21 dias 

VACINA 
SE 53% 53% 66% 60% 

SE+SM 60% 66% 66% 66% 

DESAFIO 

ND 0%b 0%b 0%b 0%b 

SE 100%a 100%a 100%a 100%a 

SM 70%a 80%a 100%a 90%a 

Vacina Desafio Efeito das Interações 

SE ND 0% 0% 0% 0% 

SE+SM ND 0% 0% 0% 0% 

SE SE 100% 100% 100% 100% 

SE SM 60% 60% 100% 80% 

SE+SM SE 100% 100% 100% 100% 

SE+SM SM 80% 100% 100% 100% 

    Probabilidades 

Vacina (P1)    0,724 0,473 1,000 0,716 

Desafio (P2)   <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 

(P1) x (P2)   >0,001 >0,0001 >0,001 >0,001 

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferença significativa no teste de Kruskal Wallis 
(P˂0,05). 
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TABELA 4. Porcentual de amostras positivas em fragmentos de papo aos 21 dias de idade, 

onde SE = Salmonella Enteritidis, SM = Salmonella Minnesota e ND = Não desafiadas. 

TRATAMENTOS 

EFEITOS PRINCIPAIS 

% Positividade 

21 dias 

VACINA 
SE 46% 

SE+SM 66% 

DESAFIO 

ND 0%b 

SE 90%a 

SM 80%a 

VACINA x DESAFIO 

ND 0% 

ND 0% 

SE x SE 80% 

SE x SM 60% 

SE+SM x SE 100% 

SE + SM x SM 100% 

    Probabilidade 

Vacina (P1)    0,2849 

Desafio (P2)   <0,0001 

(P1) x (P2)   >0,0001 

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferença significativa no teste de Kruskal Wallis 
(P˂0,05). 
 
 

 

Imunoistoquimica 

A TABELA 5 mostra a quantidade de linfócitos T CD4+ e T CD8+ no íleo 

e ceco das aves no primeiro dia de vida, antes do desafio. Observa-se que 

frangos de reprodutoras vacinadas com bacterina contra SE e SM apresentam 

maior quantidade de linfócitos T CD4+ e menor quantidade de linfócitos T 

CD8+ no íleo e ceco e maior quantidade de linfócitos T CD8+ no ceco, quando 

comparados a frangos de reprodutoras vacinadas somente com bacterina 

contra SE. 
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TABELA 5. Média e erro padrão da contagem de linfócitos T CD4+ e T CD8+ em íleo e ceco de 

frangos de corte às 0 horas de idade nos diferentes tratamentos, onde SE = Salmonella 

Enteritidis, SM = Salmonella Minnesota. 

VACINAÇÃO ÍLEO  CECO  

REPRODUTORAS CD4+ CD8+ CD4:CD8 CD4+ CD8+ CD4:CD8 

SE 1,55±0,24b 4,00±0,53a 0,71±0,15b 1,95±0,31b 5,90±0,33b 0,34±0,06 

SE+SM 3,40±0,24a 1,00±0,19b 2,73±0,31a 3,20±0,46a 7,45±0,45a 0,43±0,05 

Valor de P <0,001 <0,001 <0,001* 0,010 0,013 <0,297* 

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferença significativa no teste de Kruskal-Wallis ou 

Tukey* (P˂0,05) 

 

Analisando a TABELA 6 observou-se interação entre os fatores vacina 

de reprodutoras e desafio na progênie para todas as células estudadas na 

mucosa do íleo e ceco de frangos, aos  três dias de idade.  
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TABELA 6. Média e erro padrão da contagem de células caliciformes, linfócitos T CD4+ e T CD8+ em íleo e ceco de frangos de corte aos 3 dias de idade nos 

diferentes tratamentos, onde SE = Salmonella Enteritidis, SM = Salmonella Minnesota e ND = Não desafiadas. 

TRATAMENTOS 

EFEITOS PRINCIPAIS 

ILEO CECO 

CAL CD4 CD8 CD4:CD8 CAL CD4 CD8 CD4:CD8 

VACINA 
SE 15,73±0,29b 9,38±0,45a 2,72±0,20 4,02±0,02a 7,17±0,50a 2,45±0,18a 8,02±0,60 0,51±0,07a 

SE+SM 17,51±0,42a 7,92±0,55b 3,10±0,21 3,17±0,42b 4,27±0,28b 1,90±0,13b 8,78±0,46 0,26±0,02b 

DESAFIO 

ND 15,65±0,40b 10,30±0,49a 2,10±0,19b 5,44±0,54a 4,95±0,29ab 2,22±0,20ab 6,00±0,57b 0,61±0,10a 

SE 15,00±0,24b 7,25±0,35b 2,80±0,25b 3,10±0,38b 4,80±0,47b 1,75±0,12b 11,92±0,53a 0,16±0,01b 

SM 19,22±0,40a 8,40±0,84ab 3,82±0,23a 2,47±0,29b 7,40±0,71a 2,55±0,23a 7,27±0,43b 0,37±0,03a 

VACINA DESAFIO DESDOBRAMENTO DAS INTERAÇÕES 

SE ND 14,35±0,44d 8,15±0,36b 2,25±0,24bc 4,50±0,51ab 5,35±0,36b 2,60±0,36ab 2,80±0,19b 1,02±0,15a 

SE+SM  ND 16,95±0,54bc 12,45±0,62a 1,95±0,30c 6,62±0,97a 4,55±0,44b 1,85±0,15ab 9,20±0,45a 0,21±0,02bc 

SE SE 15,30±0,34bcd 6,70±0,47bc 1,85±0,25c 3,84±0,70ab 5,30±0,74b 1,85±0,18ab 12,10±0,73a 0,17±0,02c 

SE SM 17,55±0,42ab 13,30±0,55a 4,05±0,30a 3,72±0,36ab 10,85±0,76a 2,90±0,33a 9,15±0,59a 0,33±0,03b 

SE+SM  SE 14,70±0,35cd 7,80±0,50b 3,75±0,30a 2,37±0,24bc 4,30±0,56b 1,65±0,17b 11,75±0,79a 0,16±0,02c 

SE+SM SM 20,90±0,45a 3,50±0,33c 3,60±0,35ab 1,21±0,20c 3,95±0,46b 2,20±0,33ab 5,40±0,22b 0,41±0,06ab 

  
 

Probabilidades 

Vacina(P1)  
 

0,002 0,035 0,151 0,005 ˂0,001 0,027 0,300 0,004 

Desafio(P2) 
 

˂0,001 0,001 ˂0,001 ˂0,001 0,009 0,035 ˂0,001 ˂0,001 

(P1) x (P2)   <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 0,031 <0,001 <0,001 

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferença significativa no teste de Kruskal-Wallis (P˂0,05) 
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Nesta idade, comparando frangos desafiados com SM, oriundos de 

reprodutoras vacinadas contra SE frente a frangos de reprodutoras vacinadas 

contra SE+SM (FIGURAS 3, 4 e 5) observa-se que os primeiros aumentaram o 

número de linfócitos T CD4+ no íleo e T CD8+ no ceco. Estes mesmos 

animais, provenientes de reprodutoras vacinadas contra SE e desafiados com 

SM, apresentaram maior contagem de linfócitos T CD4+ no íleo e T CD8+ no 

ceco quando comparado ao grupo não desafiado. 

Como resumo do que ocorre aos três dias após desafio pode-se dizer 

que, em frangos cujas reprodutoras foram vacinadas contra SE, somente o 

desafio com SM aumenta a presença de linfócitos T CD4+ e T CD8+ no íleo, 

quando comparado ao desafio com SE (FIGURA 1), e que nas análises 

microbiológicas, ocorreu maior isolamento de Salmonella em fígado e ceco, 

independente do sorovar utilizado no desafio (TABELAS 2 e 3). 

Quando os frangos são oriundos de reprodutoras vacinadas com 

SE+SM, também não existe diferença no isolamento de Salmonella no fígado e 

ceco aos três dias após o desafio com SM, porém os frangos apresentam 

redução de linfócitos T CD4+ no íleo e T CD8+ no ceco quando comparados 

aos frangos de reprodutoras vacinadas contra SE+SM  e desafiados com SE. 

Essas células já se encontravam em maior proporção também em frangos 

deste grupo ao primeiro dia de idade (TABELA 5). 
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 FIGURA 1. Desdobramento da interação: Média e erro padrão da contagem de linfócitos CD4+ 
e CD8+ no íleo e ceco de frangos de corte de reprodutoras vacinadas com SE frente a 
diferentes desafios, aos 3 dias de idade. Letras diferentes sob as colunas nos mesmos órgãos 
indicam diferença significativa no teste de Kruskal-Wallis (P<0,05). 
 

 

FIGURA 2. Desdobramento da interação: Média e erro padrão da contagem de linfócitos CD4+ 
e CD8+ no íleo e ceco de frangos de corte de reprodutoras vacinadas com SE+ SM  frente a 
diferentes desafios, aos 3 dias de idade. Letras diferentes sob as colunas nos mesmos órgãos 
indicam diferença significativa no teste de Kruskal-Wallis (P<0,05). 
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FIGURA 3. Desdobramento da interação: Média e erro padrão da contagem de linfócitos CD4+ 
e CD8+ no íleo e ceco de frangos de corte de reprodutoras vacinadas com SE ou SE+ SM não 
desafiados, aos 3 dias de idade. Letras diferentes sob as colunas nos mesmos órgãos indicam 
diferença significativa no teste de Kruskal-Wallis (P<0,05). 
 

 

FIGURA 4. Desdobramento da interação: Média e erro padrão da contagem de linfócitos CD4+ 
e CD8+ no íleo e ceco de frangos de corte de reprodutoras vacinadas com SE ou SE+ SM 
desafiados com SE, aos 3 dias de idade. Letras diferentes sob as colunas nos mesmos órgãos 
indicam diferença significativa no teste de Kruskal-Wallis (P<0,05). 
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FIGURA 5. Desdobramento da interação: Média e erro padrão da contagem de linfócitos CD4+ 
e CD8+ no íleo e ceco de frangos de corte de reprodutoras vacinadas com SE ou SE+ SM 
desafiados com SM, aos 3 dias de idade. Letras diferentes sob as colunas nos mesmos órgãos 
indicam diferença significativa no teste de Kruskal-Wallis (P<0,05). 

 

Aos sete dias após desafio (TABELA 7), observa-se que frangos de 

reprodutoras vacinadas contra SE+SM apresentam menor quantidade de 

células caliciformes, linfócitos TCD4+ e T CD8+ no íleo quando não desafiados. 

No desafio com SE apresentam maior número de linfócitos T CD4+ no íleo e 

menor número de linfócitos T CD8+ no ceco quando comparados a aves 

provenientes de reprodutoras vacinadas somente com SE.  
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TABELA 7. Média e erro padrão da contagem de células caliciformes, linfócitos T CD4+ e T CD8+ em íleo e ceco de frangos de corte aos 7 dias de idade nos 

diferentes tratamentos, onde SE = Salmonella Enteritidis, SM = Salmonella Minnesota e SD = Sem desafio. 

TRATAMENTOS 

EFEITOS PRINCIPAIS 

ILEO CECO 

CAL CD4 CD8 CD4:CD8 CAL CD4 CD8 CD4:CD8 

VACINA 
SE 22,60±0,49 11,55±0,55 7,73±0,48 1,96±0,21 4,70±0,34a 6,27±0,50a 6,08±0,57 1,59±0,18a 

SE+SM 23,07±0,63 11,38±0,68 7,22±0,24 1,66±0,10 3,40±0,25b 3,95±0,31b 5,38±0,36 0,95±0,12b 

DESAFIO 

SEM 19,80±0,44b 14,32±0,49a  8,90±0,48a 1,75±0,08 2,92±0,32b 4,70±0,51 5,55±0,45 1,13±0,18 

SE 24,02±0,76a 12,97±0,76a  8,10±0,32a 1,70±0,12 4,57±0,38a 4,77±0,49 6,82±0,76 0,91±0,09 

SM 24,67±0,57a 7,10±0,43b 5,42±0,40b 1,99±0,32 4,65±0,37a 5,85±0,59 4,82±0,47 1,75±0,25 

VACINA  DESAFIO DEDOBRAMENTO DAS INTERAÇÕES  

SE SD 21,60±2,09c 16,55±0,58a 11,20±2,04a 1,52±0,07ab 2,95±0,48b 4,95±0,76b 5,10±0,56ab 1,19±0,23b 

SE+SM SD 18,00±2,15d 12,10±0,37b 6,60±1,88c 1,98±0,14a 2,90±0,44b 4,45±0,71b 6,00±0,71ab 1,08±0,29b 

SE SE 22,05±5,18bc 9,25±0,57bc 8,40±2,38b 1,17±0,10bc 5,45±0,56a 5,55±0,87ab 9,35±1,27a 0,83±0,13b 

SE SM 24,15±3,08abc 8,85±0,50bc 3,60±1,60d 3,20±0,53a 5,70±0,54a 8,30±0,79a 3,80±0,48b 2,73±0,75a 

SE+SM SE 26,00±3,48a 16,70±0,77a 7,80±1,68bc 2,22±0,12a 3,70±0,45ab 4,00±0,43b 4,30±0,27b 0,99±0,13b 

SE+SM SM 25,20±4,03ab 5,35±0,45c 7,25±1,89bc 0,78±0,07c 3,60±0,41ab 3,40±0,44b 5,85±0,75ab 0,77±0,18b 

  
 

Probabilidades 

Vacina(P1)  
 

0,559* 0,847 0,339* 0,998 0,004 <0,001 0,978 0,005 

Desafio(P2) 
 

<0,001* <0,001 <0,001* 0,227 0,001 0,310 0,100 0,098 

(P1)x(P2)   <0,001* <0,001 <0,001* <0,001 0,002 0,002 0,001 <0,001 

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferença significativa no teste de Kruskal-Wallis ou Tukey* (P˂0,05) 
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Os frangos de reprodutoras vacinadas com SE+SM e desafiados com 

SM apresentam redução no número de linfócitos T CD4+ no íleo e ceco e 

aumento de linfócitos T CD8+ no íleo quando comparados aqueles de 

reprodutoras vacinadas somente com SE.  

 

FIGURA 6. Desdobramento da interação: Média e erro padrão da contagem de linfócitos CD4+ 
e CD8+ no íleo e ceco de frangos de corte de reprodutoras vacinadas com SE frente a 
diferentes desafios, aos 7 dias de idade. Letras diferentes sob as colunas nos mesmos órgãos 
indicam diferença significativa no teste de Kruskal-Wallis (P<0,05). 
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FIGURA 7. Desdobramento da interação: Média e erro padrão da contagem de linfócitos CD4+ 
e CD8+ no íleo e ceco de frangos de corte de reprodutoras vacinadas com SE+ SM frente a 
diferentes desafios, aos 7 dias de idade. Letras diferentes sob as colunas nos mesmos órgãos 
indicam diferença significativa no teste de Kruskal-Wallis (P<0,05). 
 

 

FIGURA 8. Desdobramento da interação: Média e erro padrão da contagem de linfócitos CD4+ 
e CD8+ no íleo e ceco de frangos de corte de reprodutoras vacinadas com SE ou SE+ SM não 
desafiados, aos 7 dias de idade. Letras diferentes sob as colunas nos mesmos órgãos indicam 
diferença significativa no teste de Kruskal-Wallis (P<0,05). 
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FIGURA 9. Desdobramento da interação: Média e erro padrão da contagem de linfócitos CD4+ 
e CD8+ no íleo e ceco de frangos de corte de reprodutoras vacinadas com SE ou SE+ SM 
desafiados com SE, aos 7 dias de idade. Letras diferentes sob as colunas nos mesmos órgãos 
indicam diferença significativa no teste de Kruskal-Wallis (P<0,05). 
 

 

FIGURA 10. Desdobramento da interação: Média e erro padrão da contagem de linfócitos 
CD4+ e CD8+ no íleo e ceco de frangos de corte de reprodutoras vacinadas com SE ou SE+ 
SM desafiados com SM, aos 7 dias de idade. Letras diferentes sob as colunas nos mesmos 
órgãos indicam diferença significativa no teste de Kruskal-Wallis (P<0,05). 
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DISCUSSÃO 

 

 Diversos autores tem relatado a vacinação contra Salmonella em 

reprodutoras como uma importante medida preventiva (Mastroeni et al., 2001; Van 

Immerseel et al., 2005; Inoue et al., 2008; Berghaus et al., 2011; Penha Filho et al., 

2012) da disseminação da bactéria na progênie. É conhecido que a principal 

resposta imune às vacinações utilizando bacterinas inativadas é a humoral (Tran et 

al., 2010) e a importância desta resposta imune no controle da infecção foi 

demonstrada em um estudo de Mastroeni et al. (2000), onde a depleção de células 

B em ratos fez com que os animais apresentassem menor resistência às infecções 

por Salmonella e ainda maior excreção do microrganismo nas fezes quando 

comparado aos grupos controles.  

Methner e Steinbach (1997) observaram menor contagem de SE no ceco de 

progênies de reprodutoras vacinadas (vacina inativada) contra SE do que o grupo de 

progênies de reprodutoras não vacinadas. Esses resultados foram semelhantes aos 

encontrados por Inoue et al. (2008), que desafiaram progênies no 1º e no 14º dias 

de idade e observaram menor percentual de isolamento de SE nas progênies das 

reprodutoras vacinadas do que na progênie de reprodutoras não vacinadas.  

 No presente estudo, não foi utilizado progênies oriundas de lotes de matrizes 

não vacinados, o que não nos permite comparar os resultados desse estudo com 

aqueles apresentados anteriormente (Methner e Steinbach, 1997; Inoue et al., 

2008). Entretanto, comparando o presente estudo com outros que utilizaram a 

mesma metodologia, mas com progênie de reprodutoras não vacinadas (Muniz et 

al., 2013; Lourenço et al., 2013; Pickler et al., 2012), observou-se que, enquanto 

aqueles autores conseguiram encontrar contagens de Salmonella nos mesmos 
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órgãos, em nosso estudo conseguiu-se isolar amostras positivas mediante 

enriquecimento em meios seletivos. Isso sugere que, apesar de não existir uma 

diferença substancial de proteção da progênie entre os tratamentos vacinais 

utilizados nas reprodutoras do presente estudo, a colonização da progênie pode ser 

diminuída quando comparada a progênie de reprodutoras não vacinadas, porém não 

é totalmente efetiva para controlar a disseminação do agente na progênie desafiado 

no primeiro dia de vida.  

No fígado dos animais, aos sete dias após desafio foi observado que a 

vacinação de reprodutoras contra SE+SM diminuiu a quantidade de Salmonella 

isolada em frangos desafiados com SM quando comparada com frangos de 

reprodutoras vacinadas somente contra SE também desafiados com SM. Entretanto 

nos demais órgãos e idades não foi possível encontrar diferença entre as bacterinas 

utilizadas nas matrizes em relação à proteção da progênie, pois um grande número 

de amostras eram positivas, demonstrando que a imunidade passiva não foi capaz 

de proteger as aves da colonização do trato gastrintestinal. De acordo com Methner 

et al. (2002), os anticorpos passivos advindos de reprodutoras vacinadas não 

possuem uma ação efetiva no intestino, o que está de acordo com nossos 

resultados microbiológicos de papo e ceco, onde não houve redução no isolamento 

destas bactérias. 

 Resultados semelhantes ao presente estudo foram encontrados por  Young 

et al. (2007) utilizando bacterinas contra Salmonella Hadar, Kentucky e Heidelberg 

nas reprodutoras e observando que não houve redução significativa no número de 

amostras positivas nos grupos oriundos de matrizes vacinadas em relação aos 

grupos provenientes de matrizes não vacinadas. 
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 Os linfócitos T CD4+ e CD8+ são células chaves nas respostas imunes contra 

Salmonella. Segundo Arstila et al. (1994), as células T CD4+ são responsáveis pela 

ativação de macrófagos e a modulação da resposta imune. As células T CD8+ estão 

envolvidas com reconhecimento e eliminação de antígenos intracelulares (Sevil 

Domenech et al., 2008). 

 A administração de vacinas inativadas para reprodutoras induz a uma forte 

produção de anticorpos, principalmente IgG, que são transferidos para a progênie e 

persistem por algumas semanas (Methner e Steinbach, 1997; Methner et al., 2002).  

Entretanto, não se conhece ainda como a vacinação de reprodutoras pode ter efeito 

sobre os componentes da resposta imune adaptativa que possam ser transferidos 

para a progênie.  

 No presente estudo foi avaliada somente a presença de linfócitos T CD4+ e T 

CD8+, e notou-se que as progênies cujas reprodutoras foram expostas a mais de um 

tipo de antígeno (vacinadas com SE + SM), apresentaram uma contagem maior de 

linfócitos T CD4+ no íleo e linfócitos T CD8+ no ceco. Em um estudo com crianças 

de até dois anos de idade, Roduit et al., (2011) concluiu que a exposição da mãe à 

diferentes antígenos durante o período de gestação, teve um efeito protetivo nos 

seus filhos. As crianças cujas mães tiveram contato com maior número de antígenos 

apresentaram maior expressão de Toll-Like Receptors comparado aquelas de mães 

que viviam em ambiente mais limpo. Esses TLRs estão presentes na superfície de 

algumas células imunes. Sabe-se que, para uma resposta imune ser realmente 

efetiva, é necessária uma boa coordenação entre o sistema imune inato e o 

adaptativo. Desde o reconhecimento do antígeno pelas células dentríticas, 

neutrófilos ou macrófagos por meio dos TLRs presentes nessas células, passando 

pela ativação dos linfócitos B e T, resultando na eliminação do agente ou célula 
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infectada e ainda gerando uma memória imunológica (Medzhitov, 2008). Estudos 

avaliando a presença dos TLRs em nosso estudo poderiam nos ajudar a identificar a 

expressão ou não das quantidades e dos diferentes TLRs nas progênies de cada 

programa vacinal. 

 Van Immerseel et al., (2002) descreveram uma intensa migração de Linfócitos 

T (até o sexto dia pós inoculação) na mucosa do ceco de aves SPF (Specific 

Pathogens Free) de um dia de idade, desafiadas oralmente com SE, propondo que a 

presença dessas células na mucosa é causada pelo agente. Dados semelhantes 

foram encontrados no nosso estudo para as contagens de linfócitos T CD8+ nas 

aves desafiadas com SE, independente do programa vacinal das reprodutoras, 

sugerindo que a intensidade da resposta causada pelo desafio com SE tenha sido 

maior do que aquela causada pelo desafio com SM. Berndt et al., (2007), inoculando 

aves SPF de um dia de idade, com diferentes sorovares de Salmonella e avaliando a 

quantidade de linfócitos T CD8+ no ceco das aves, às quatro horas, dois, quatro, 

sete e nove dias pós inoculação (pi), observou maior quantidade dessas células para 

o grupo desafiado com SE, com pico na contagem aos quatro dias pi. Mesmo o 

estudo tendo sido conduzido com aves SPF, o comportamento do número dessas 

células foi semelhante ao encontrado no presente estudo, já que, independente do 

programa vacinal de reprodutoras, encontramos contagens de linfócitos T CD8+ alta 

no ceco de frangos desafiados com SE. 

 Apesar de não ter sido observada nenhuma diferença no isolamento de 

Salmonella no ceco dos frangos de corte oriundos de reprodutoras vacinadas com 

SE ou SE+SM, pode-se perceber que frangos de reprodutoras vacinadas com 

SE+SM apresentaram maior quantidade de linfócitos T CD8+ no íleo quando 
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desafiadas com SE. Já quando desafiados com SM, apresentaram menor 

quantidade de linfócitos T CD4+ no íleo e T CD8+ no ceco, quando comparado as 

progênies das reprodutoras vacinadas contra SE aos três dias de idade. Entretanto, 

aos sete dias, o número de linfócitos T CD8+ no íleo e ceco de frangos de 

reprodutoras vacinadas com SE+SM e desafiados com SM foi maior que em frangos 

de reprodutoras vacinadas somente com SE, demonstrando que existiu uma 

interferência na dinâmica de linfócitos T CD4+ e CD8+ na mucosa intestinal da 

progênie em resposta a vacinação das reprodutoras, porém mais estudos avaliando 

citocinas e outros marcadores são necessários para entender melhor este efeito.  

 

CONCLUSÃO 

 No presente estudo, a associação da bacterina contra SM com a bacterina já 

utilizada contra SE, em reprodutoras, foi eficaz na diminuição da colonização de SM 

no fígado da progênie, aos sete dias após desafio. Entretanto, não foi eficaz no 

controle da colonização deste órgão aos três, 14 e 21 dias. Nenhum dos programas 

vacinais foi eficaz na proteção da colonização do ceco e papo das progênies nas 

diferentes idades.  

 A associação das bacterinas SE+SM em reprodutoras também modificou a 

dinâmica de células caliciformes, linfócitos T CD4+ e T CD8+ na mucosa do íleo e 

ceco da progênie quando comparada com aves provenientes de reprodutoras 

vacinadas somente contra SE, entretanto mais estudos são necessários para 

entender esses acontecimentos. 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS 

O uso de vacinas acompanhou a evolução da avicultura e, certamente, foi um 

dos fatores responsáveis pela viabilidade desta atividade, já que o desenvolvimento 

de novas tecnologias na produção de vacinas auxiliaram no controle de muitas 

enfermidades. Porém, o desenvolvimento de vacinas realmente efetivas contra 

bactérias de interesse econômico ou de saúde pública, como é o caso da 

Salmonella, permanece um desafio a ser vencido pelos pesquisadores. 

Os anticorpos maternos avaliados no presente estudo, não foram capazes de 

impedir a infecção das progênies por Salmonella em nenhum dos programas 

vacinais. Entretanto não podemos dizer que esses anticorpos foram ineficientes, já 

que, ao contrário de outros trabalhos de nosso laboratório, não foi possível realizar a 

contagem de Salmonella em nosso estudo, onde o isolamento somente foi 

conseguido após enriquecimento em meios seletivos.  Além disso, acredito que o 

maior benefício do uso de vacinas inativadas é impedir a transmissão vertical desse 

agente e não podemos deixar de destacar que após o uso de uma vacina inativada 

conta Salmonella Enteritidis em reprodutoras no Brasil (2003), houve significativa 

redução da presença desse agente em nossos plantéis. 

Também se percebeu uma significativa mudança na dinâmica celular, 

principalmente na expressão de células caliciformes, linfócitos T CD4+ e T CD8+ na 

mucosa intestinal das aves vacinadas e/ou desafiadas neste estudo. De posse 

desses resultados, recomendam-se estudos mais aprofundados sobre os 

mecanismos genéticos responsáveis pela expressão dessas células, bem como seu 

comportamento frente a diferentes desafios e formas de proteção.  É possível que o 

conhecimento da expressão de células do sistema imune adaptativo possa auxiliar 
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na resistência das progênies frente a desafios iniciais por Salmonella, e ser 

considerado em estudos sobre a liberação do uso de vacinas vivas. 

Apesar de não haver um consenso mundial sobre o uso ou não de vacinas 

vivas contra Salmonella, não existe dúvida quanto à eficácia desses produtos. É 

possível que associação de vacinas vivas e inativadas possam auxiliar no controle 

desse agente. Isso pode beneficiar não somente a cadeia de produção do frango de 

corte, mas outras atividades como a criação de perus e aves de postura comercial. 
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precedido do termo título.  
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PALAVRAS-CHAVE – inseridas abaixo do resumo. Máximo de cinco palavras em letras minúsculas, 
separadas por ponto-e-vírgula, em ordem alfabética, retiradas exclusivamente do artigo, não devem 
fazer parte do título, e alinhado a esquerda. Não deve conter ponto final. Deve ser precedido do termo 
“Palavras-chave” em caixa baixa e negrito.  
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caracteres. O texto deve ser justificado e digitado em espaço duplo, em parágrafo único. Deve ser 
precedido do termo “Abstract” em caixa alta e negrito.  
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